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(g) Mittel zur Verhinderung der Zellapoptose bei Krankheiten 
(57) Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Verhinderung der 

Zellapoptose, das auf der Entdeckung beruht, dafS die Ak- 

tivierung des lnterleukin-15-Rezeptors Zellen vor der 

Apoptose schutzt und das dadurch gekennzeichnet ist, 

da& es lnterleukin-15, seine Derivate, lnterleukin-15 Fusi- 

onsproteine oder an den lnterieuktn-15-Rezeptor gekop- 

pelte Subslanzen enthalt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Verhinderung der 
Zellapoptose. Anwendungsgebicte der Erfihdung sind die 
Medizin und die pharmazeutische Industrie. 

Der programmierte ZelUod, die Apoptose, ist ein naturli- 
cher Vorgang des Organismus, der bei der Entwicklung ei- 
nes Organismus auftritt, aber auch bei einer Reihe von pa- 
thologist; hen Zustanden. So sind verschiedene virale Infek- 
lionen mil. Apoptose assoziiert. Unter andcrcin wird das 
akute Leberversagen nach Infektion mit Hepatitis viren 
durch Leberzellapoptose verursachl. Ein entscheidender Pa- 
thomechanismus der HIV-Erkrankung liegl in der Potenz 
des Virus, Apoptose zu induzieren. Daruberhinaus gehen 
neurodegenerative Erkrankungen mit einer pathologisch ge- 
steigerten Apoptose einher. Turaoren, wie z. B. Melanome 
werden deshalb nicht vom Korper effektiv bekampft, weil 
die fiir die Bekamprung zustandigen Leukozyten durch Tu- 
morzellen in die Ap6p.tose getrieben werden. Eine Reihe 
von Cytostatika, wie Adreamycin und Etoproxid sind des- 
wegen so knochenmarkstoxisch, weil blutbildende Stamm- 
zellen in die Apoptose getrieben werden. In so fern ist. es von 
groBem medizinischen Interesse, eine Substanz in der Hand 
zu haben, die gezielt eingesetzt werden kann, urn Apoptose 
zu hemmen. 

Es sind bereits einige Apoplosehenuner bekannt. Hierbei 
handelt es sich um virale Genprodukre und pharmakolo- 
gisch wirksame Substanzen, die jedoch nur in ganz spcziel- 
len Situationen Apoptose hemmen konnen und deshalb 
nicht klinisch rcalisiert. worden sind (vgL Science 267, S. 
1457; 1995). 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, eine Sub- 
stanz zur Verfugung zu slellen, die effektiv zur Hetnmung 
der Apoptose bei Krankheiten eingesetzt werden kann. 

Der Erfindung liegt die uberraschende Entdeckung zu- 
grunde, daB die Aktivierung des Interleukin- 15-Rezeptors 
Zellen vor der Apoptose sehutzL . 

ErfindungsgemaB erfolgt die Aktivierung des Inlerleukin- 
15-Rezeptors vorzugsweise durch Interleukin 15 oder an- 
dere Substanzen. wie z. B. Derivate des IL- 1 5 oder Antikor- 
per gegen den Interleukin- 15-Rezeptor. 
' Interleukin- 15 ist uberraschenderweise in der Lage, un- 
terschiedliche Zelltypen vor dein programmierten Zelltod zu 
bewahren: es isiein Zytokin, das naturlicherweise von ver- 
schiedene n Zellen des Korpers produziert. wird und erstina- 
lig von einer amerikanischen Gruppc 1994 beschrieben 
wurde (Science 264, S. 965; 1994), Unabhangig von seincn 
bekannten Funktionen in der Untersfutzung der Zellprolife- 
ration (Zellvermchrung) wurde erfindungsgemaft nachge- 
wiesen, daB Interleukin- 15 eine Reihe von Zellen inesen- 
chymalen, epidermalen und endodcrmalen Ursprungs vor 
dem programmierten Zelltod bewahrt. 

Ausgehend von diesem Befund wurde das erfindungsge- 
ma'Be Mittel entwickelu das durch einen Gehalt an Interleu- 
kin- 15, seine Derivate oder Interleukin- 15 Pusionsproteine 
gekennzeichnet ist. 

Als Derivate von EL- 15 kommen alleProteine in Betracht, 
die an den IL-15-Rczeptor binden. 

Als IL-15 Pusionsproteine werden bevorzugt alle Sub- 
stanzen eingesetzL bei denen IL 15 Oder seine Derivate an 
ein Protein fusionieil ist. und der antiapoptotische EfTekt 
durch Bindung an deh IL- 1 5-Rezeptor vermittelt wird. Be- 
sonders bevorzugt ist das Fusionsprolein CL15-IgG2b. 

Wird IL-15 an Immunglobuline gekoppelr, so wird die 
Plasma-Halbwertzeit so verlangert, daB es im Korper prakli- 
kabel eingesetzt werden kann. Im Mausmodell wurde ge- 
zeigt, daB dieses Interleukin- 15 Fusionsprotein die Fas-ver- 
mitteltc, ublicherweise zu 100% lodliche Leberzellapoptose 
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in alien Fallen komplett hemmt. Daruber hinaus wurde im 
Mausmodell auch die nichnodliche Apoptose von aktivier- 
ten T- Zellen und B-Zellen durch dieses Fusionsprotein kom- 
plett gehemmt. 

5 Diese Eigenschaftcn machen IL-15, seine Derivate und 
. IL-15 Fusionsproteine hervorragend fiir eine Verwenduhg 
zur Verhinderung der Zellapoptose bei Krankheiten geeig- 
net. Das in Frage kommendc Krankheitsspektrum ist sehr 
groB. So fallen unter anderem vorzugsweise darunter: Ent- 
10 ziindungen der Leber durch Viren verursacht, HlV-Infeku'o- 
nen, strahleninduzierte Sehaden, neurodegenerative Erkran- 
kungen sowie toxische Schiiden, Effektivierung der Tuinor- 
therapie und eine Reihe weiierer Erkrankungen. 

Dariibcr hinaus werden erfindungsgemaB phamiazeuti- 
15 sche WirkstofTe eingesetzt die durch Bindung an den D^- 
Rezeptor antiapoptotische Wirkungen entfalten. 

Die erfindungsgeinaBen Mittel werden vorzugsweise mit 
an sich tiblichen phannazeutischen Hilfs-, Trager- und Zu- 
satzstoffen hergesteilt und appliziert, besonders bevorzugt 
20 als isolonische Losung. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausiuhrungsbei- 
spiele naher erlauiert werden. 

Ausfuhrungsbeispiele 

25 

1 .) EL- 15 hemmt die Apoptose in aktivierten B-Zellen, die 
durch anti-IgM Antikorper, anti-Fas Aniikorper oder anti- 
IgM Antikorper und Dexamethason induziert wird 

30 Durch Behandlung mit anti-Fas/APO 1(1), anti-IgM (2) 
oder anti-IgM plus Dexamethason (2) konnte bei aktivier- 
ten, hunianen B Zellen Apoptose induzien werden. Nach 
Koinkubation mit lOng/ml rekombinantem, humanem EL- 
15 wurden die Zellen der Apoptoseinduktion gegenuber re- 

35 sislenl, und zwar gegenuber alien drei Stimuli (Fig. 1). IL- 
15 unterdrtickt otlensichtlich experimenteli induzierte DNA 
Fragtuentierung (Fig. LA) und verhindert die Bildung von 
Kernen mit. hyrxxliploider DNA (Fig. IB), ein Indikalor der 
Apoptose, welches durchfiuBzytometrisch mitlels Propidi- 

40 umjodidfarbung (PI) sichtbar gemacht werden kann (3). ♦ 
Bemerkenswerierweise unterdriickte die IL-15 Behand- 
lung nicht nur die Apoptose, sondern hielt B-Zellen auch in 
der S-Phase des Zellzyklus; dies konnte durch die IL- 1 5 ver- 
mittelte Wiederherstellung des nonualcn. breiten, einschult- 

45 rigen, diploiden DNA Peaks erkannt werden, der den tripel 
PI Peaks, wie- aus Fig. IB (4) hervorgcht, gcgcnubcrstcht 
(Zellen in der Apoptose, in Gl oder G2/M Pha.se darstei- 
lend). 

so 2.) H..- 1 5 hemmt. die Apoptose in aktivierten T-Zellen, die 
durch anti-Fas Antikorper, anti-CD3 Antikorper oder Dexa- 
methason induziert wird 

Vergleichbare anti-ajX)ptotische in vitro Eflekte von 11^- 
55 15 konnten gefunden werden, wenn ConA-aktivierte, hu- 
mane T-Lymphoblasicn. die wie bereits beschrieben herge- 
steilt wurden (5), durch Behandlung mil anti-Fas/APO 1 (1), 
mit anti-CD3 Antikdrpern (6) oder durch Dexamethason (7) 
in die Apoptose getrieben wurden: in alien Fallen wurde die 
<*> Apoptose signifikant durch Koinkubation mit lOng/ml EL- 
15 gehemmt, gezeigt. durch DNA-laddering (Fig. 2A) und PI 
DurchfluBzytometrie (Fig. 2B). 

Wie bereits beschrieben (8), war die durch anti-Fas Anti- 
korper induzierte T Zell Apoptose unabhangig von der Pro- 
65 lei nsyn these. Derngegenuber war jedoch die 11.-15 vermit- 
telte Unterdriickung der anti-Fas Antikorper induzierten T 
Zell Apoptose streng Proteinsyntheseabhangig, so beein- 
fluBte IT^-15 die bereits induzierte Apoptose nichl mehr in 
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Gegenwart von Aktinornycin D als Inhibitor der RNA und 
Proteinhiosynthese (Fig. 2C). Diese Ergebnisse der DNA- 
laddcring E^xperimente stehen den Daten der Dexamethason 
induzierten T Zell Apoptose gegenuber, die ausschlieBlich 
in Abwesenheit von Aktinornycin D induziert werden 
konnic (Fig* 2C). Demzufolge modulicrL IL-15 in breitem 
Rahmcn apoptotische Mechanismen in T und B Zellen (1,9). 
Vbrlaufige Ilrgebnisse aus unserer Arbeitsgruppe deuten 
darauf hin, daB IL-15 auch die 'llMF-a induzierre Apoptose 
in trans formierteu, murinen L929 Fibroblasts hemmt, und 
daB es die Adriamycin- oder Etoposide-, nicht. jedoch die y- 
strahlungsinduzierte Apopiose in murinen T Blasten unter- 
driicken kann (Bulfone-Paus et al. t unveroffentlicbte Ergeb- 
nisse). 

3.) IL- 15 hemmt die Apopiose in einein dnrch anti-Fas An- 
tikorper induzierten Multikomponentensystem des kurzfri- 
stig Iethalen Leberversagens 

Um zu uberprufen, ob diese in vitro EfTekte auch in vivo 
auftreten und um berauszufinden, ob die anti-apoptotischen 
Effckte von IL-15 sich auch iiber das lymphausche System 
hinaus erstrecken, haben wir die Modulation der anti-Fas 
Antikorper induzierten. multi-System Apoptose und des 
kurzfristig Iethalen Leberversagens in Mausen (10) nach sy- 
stemischer Gabe von IL-15 untersucht. Anstatt IL-15 Zyto- 
kin mil seiner kurzen biologischen Halbwertszeit zu ver- 
wenden, haben wir zu diesem Zweck ein neues, chimares 
Fusionsprotein aus humanem IL-15 und murinem IgG2b 
hergestellt (TL-15-IgG2b), das den Vortei! einer crhcblich 
verlangerten biologischen Halbwertszeit bietet. Zur Herstel- 
lung des TT/-15-IgG2b Fusionsproteins wurden grundsatz- 
lich die gleichen Metboden zur Konstruktion und Produk- 
tion von Zylokin-lmmunglobulin Fusionsproleinen verwen- 
. det,.die bereils bei der Erzeugung IL-2-IgG chimarer Prote- 
ine benutzt wurden (11). Vergleichsweisc wurden Fusion- 
proteine aus murinem IL-2 und murinem Immunglobulin 
.G2b (IL-2-IgG2b) (1 1) in dem gleichen murinen Model! der 
.durch anti-murines Fas induzierten, massiven Apoptose in 
zwei verschiedenen Mausstammen getestet. (BALB/c and 
C57BL/6). Die intraperitonealen Injektion von 100 ug von 
anti-murines Fas monoklonalem Antikorper (Jo2) verur- 
sachte innerhalb weniger Stunden fulminantes Ixberversa- 
gen unci Tod von BALB/c Mausen, bedingt durch massive, 
Fas-vermitteUe Apoptose der Hepatozyten, wie bereits be- 
schricbcn (10). . 

In beeindruckender Weise verhinderte die simultarie,.in- 
traperiioneale Injektion von 75 pg n,- 1 5-IgG2b Fusionspro- 
tein vollstiindig die anti-Fas-induzierte Apoptose der Hepa- 
tozyten und das Leberversagen, und fuhrte zu einer 
100%igen Uberlebensrate der mit Fusionsprotein bchandel- 
ten Mause, im Gegensatz zu 0% Uberlebensrate der aus- 
schlieBlich anti-Fas behandelten Here (Fig. 3A). Gleiche 
Ergebnisse wurden mil. C57BLI5 Mausen erhalten (Daten 
nicht. gezeigt). 

Dieser Effekt. war abhangig von der applizierten Dosis. 
d. h. mit niedrigeren Konzentrationen an IL-15 Fusionspro- 
tein konnte der anti-Fas induzierte Tod zwar nicht. verhin- 
dert, sein Eintrelen jedoch signifikant verzogert werden: in 
BALB/c Mause (n=5 Mause pro Gruppe) wurde 100 ug 
anti-murines Fas Antikorper (Jo2) und unterschiedliche 
Mengen an IL-15-IgG2b Fusionsprotein injiziert: 100 ug, 
75 ug, 50 ug, 25 pg, 0 pg. 

Bei Mausen, die mit IL-15-IgG2b Fusionsprotein in Ge- 
genwart von neutralisierendem anti-IL-15 Antikorper be- 
handelt wurden, konnte kein protektiver Effekt festgesteLlt. 
werden; so ist anzunehmen, daB die anti-apoptotischen Ei- 
genschafien des Fusionsproteins durch seinen IL-15 Tcil 
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vermittelt werden. So verlangerte in der Tat die Injektion 
von nativem IL-15 (1 pg) in Verbindung mit anti-Fas Anti- 
korper die Uberlebensdauer der Test mause (n=5) im Ver- 
gleich zu Kontrollen, die nur anti-Fas Antikorper erhalten 
5 hat ten (n=5), jedoch lediglich fur einen Zeilraum von 
6-12 Stunden (Daten nicht. gezeigt). 

Demgegenuber ergab sich nach Injektion von II^2-IgG2b 
Fusionsprotein keinerlei protektiver Effekt (Fig. 3A-D). 
Zwar ist es nicht. uberraschend, daB das IL-2 Fusionsprotein 

to die massive Apoptose der Hepatozyten nicht verhindern 
konnte, da Hepatozyten keine IL-2 Rezeptoren exprimieren, 
bemerkenswert ist jedoch, daB die anti-Fas induzierte Apop- 
tose in Thymozyten und Splenozyten mit ihrer reichen Ex- 
pression an IL-2 Rezeptor (12) nicht durch IL-2 Fusionspro- 

15 tei n beein fl uBt wird. 

Diese Ergebnisse unterstreichen einen weiteren funktio- 
nellen Unterschied zwischen IL-2 und IL-15 und zwar bezo- 
gen auf ihre verschiedenen EiTekte auf die Apoptose in vivo, 
und verdeut lichen eine verwirrende Vi el fall der Mechanis- 

20 men zur Apoptose modulation durch IL-2 in vivo (13, 14). 
Da beide Fusions proteine dense! ben IgG2b Teil en thai- 
ten,! egen diese Ergebnisse nahe, daB dieser keinen wesentli- 
chen EinfluB auf die Modulation der Apoptose besitzt. Le- 
ber, Milz und Thymus von Versuchs- und Kontroll mausen 

25 wurden zum Zeitpunkt des Todes entnommen, bzw. spate- 
stens sechs Stunden nach den anti-Fas Injektionen im Falle 
der iiberlebenden Tiere. Die aus T^eber, Milz und Thymus 
extrahierte DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese 
auf mdgliche Endonukleaseaktivitat, sowie Getrierschnitte 

30 der Gewcbe mit der in situ - end-labeling TUNEL Technik 
zur Darstellung der Apoptose untersucht. In Fig. 3B ist. re- 
prasentativ gezeigt, wie die DNA aus alien Tieren, die ledig- 
lich mit anti-Fas Antikorper allein oder zusatzlich mil EL-2- 
IgG2b Fusionsprotein behandelt worden waren, fragmen- 

35 dent war. Demgegenuber konnte nach gleichzei tiger Gabe 
von IL-15-IgG2b Fusionsprotein keinerlei DNA Fragmen- 
tierung gefiinden werden, die eine massive Apoptose in Le- 
ber, Milz oder Thymus anzeigt (Fig. 3B). Eine Blockierung 
der II^-15-IgG2b Aklivitiit durch gleichzeitige in vivo Gabe 

40 von neutralisierendem. anti-IL-15 Antikorper stellte die 
ami -Fas induzierte DNA Fragmentierung wieder her (Fig. 
3B). Diese Ergebnisse konnten durch morphologische Da- 
ten (11JNEL, Hoechsi 33342 Farbung) bestatigt werden, die 
zeigen, daB SchniUe von Milz (Fig. 3C) und f^eber.O^ig-^D) 

45 ebensowenige TUNEL-positive Zellen aufweisen wie die 
KontroUschnitte. 

Dies stehi. im Gegensatz zum dramatischen AusmaB der 
Apoptose. von Splenozyten und Hepatozyten, in Gewebs- 
schnitten aus Milz (Fig. 3C) und I^ber (Fijj;. 3D) von Mau- 

50 sen, die nur mit anti-Fas allein behandelt worden waren. Die 
Hemmung der anti-Fas induzierten Apoptose in Leber- 
schnitten von IL- 15-IgG2b behandelten Mausen war nut ei- 
ner Bcl-2 Immunoreaktiviiiit assoziiert, vergleichbar der in 
Kontroll tieren (Daten nicht gezeigt). 

55 Demzufolge korrelieren die EfTekte von IL-15 auf die in- 
duzierte Apoptose in humanen T und B Zellen in vitro (Fig. 
1, 2) mil der Unterdruckung des cxperimenlell induzierten 
programmierten Zclltodes im murinen Thymus und der Milz 
durch ein IL-15 Fusionsprotein in vivo (Fig. 3). Daruberhin- 

60 aus wurde die Icihale Apoptose von epithelialen Zellen (He- 
patozyten) in vivo vollstandig durch den IL-15 Tcil dieses 
Fusionsproteins gehemrnt, dieses zeigt, daB die anti-apopto- 
tischen Eigenschaften von IL-15 iiber das lymphatische Sy- 
stem hinausgehen. 

65 Die Signal uberlragungswege, auf denen IL-15 in die 
Kontrolhnaschinerie der Apoptose eihgreifu z. B. in Lym- 
phozyten und Hepatozyten, mussen erst noch gekliirt wer- 
den. Immerhin zeigen unsere Ergebnisse, daB IL- 15 den in- 
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duzierenden Effekt. zum programinierten ZellLod einer 
Reihe wiehtiger, pbysiologischer Stimuli hemmt, und daB 
zumindest zur Unterdriickung der Fas-vermittelten .Apop- 
tose in humancn Lymphozyten de novo Proleinsynlhese cr- 
fordcrlich ist. In Verbindung mit den verschiedenen Meeha- ■ .. $ 
nisrnen der Lymphozytenapoptose, die voivIL-15. in /vitro 
unterbunden werden, legt dies die Vermutung nahc, daB IL- 
15 scinen anti-apoptotischen Effekt durch Modulation allge- 
meiner Schliisselelememc der Apoptosekdritrolle ausubt, 
die durch unterschiedlichste Zellpopulatibnen und die 10 
Apoptose regulierende Syslcme verwendet wcrden; als Bci- 
spicl seien die Milglieder der BcL-2 und/oder der ICE-Fami- 
lien der Apoptosekontrollproteine genannt (1, 9). 

ZusammengefaBt belegt die vorliegende Studie IL-15 als 
einen potenten, allgerneinen Inhibitor der Apoptose in vivo IS 
und in vitro. Mit. hoher Wahrscheinlichkeit besitzen EL- 15 
und IL-15 Fusionsproteine ein sehr vielversprechendes the- 
rapeutisches Potential, nicht. nur in der Hemmung der Lym- 
phozytcnapoptose, bcispielsweise bei einer HIV Infektion, 
sondern vietmehr auch zur Behandlung eines Organversa- 20 
gens oder Atrophic aufgrund uberhohter Apoptose, z. B. bei 
kurzfristig toxischen, lethalen Leberversagen und bei neuro- 
degencrativeri Prozcssen (15). 
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Fig, 1 IL-15 hemmtdie Apoptose in aktivierten B Zellen. 
(A) Agarosegel Electrophorese von DVA, extrahiert. aus hu- 
mancn B Zellen, die fur 48 Stunden mit 10 ng/ml PMA sti- 
muliert wurden und nachfolgend 12 Stunden mit Medium 
(Spur 1) oder 10 ng/ml rekombinantem humanen EL-15 
(Spur 2) oder 250 ng/ml anti-Fas (anti-APO-l/FAS) (Spur 
3) oder anti-Fas und IL-15 (Spur 4) oder 0,1 ug/ml anti-hu- 
manen IgM (Spur 5) oder anti-humanen IgM und IL-15 
(Spur 6) oder anti-humanen IgM und einem 1 pM Dexame- 
tason (Dex) (Spur 7) oder einem anlihumanen IgM in {Com- 
bination mil Dexamtetason und IL-15 (Spur 8) behandelt 
wurden. (B) DNA fluoreszenz-cytometrische Profile von Pl- 
gefarbten, aktivierten B Zellen die, die gleichen experimcn- 
tellen Bedingungen wie unter A beschrieben, durchlaufcn 
haben. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangig voneinan- 
der durchgefuhrten Experimenten ertialten, die B Zell Pra- 
peration erfolgten von verschiedenen Tonsiilen. 

Fig. 2 EL-15 schtltzt. aktivierte T Zellen vor der Apoptose. 

(A) 10 pg/ml Con A- aktivierte humane T-Blasten werden fur 
12 Stunden in Anwesenhcit von Medium alleme (Spur 1), 
oder 10 ug/ml rekomhinanten humanen 11,-15 (Spur 2) oder 
anti-Fas Antikorpern (Spur 3) oder anti-Fas plus IL-15 
(Spur 4) oder 10 ug/ml anti-CD3 (Spur 5) oder an(i-CD3 
plus IL-15 (Spur 6) oder 0, 1 uM Dex (Spur 7) oder Dex plus 
II>15 (Spur 8) kultiviert. Die Fragmentation der DNA 
wurde mitteLs Elektrophorese auf einem 2% Agaraosegel 
analysiert. (B) DNA FACS-Analyse von PI gefarbten ConA- 
aktivierten humancn T-Lymphoblasten nach 12 Stunden In- 
kubation unter den gleichen experi men telle Bedingungen 
wie oben beschrieben. (C) Das DNA Degratationsassay er- 
folgt zum Nachweis der Apoptose in aktivierten T-Zellen, 
die fur 12 Stunden in Medium (Spur 1, 7) IL-15 (Spur 2, 8) 
anti-Fas (Spur 3, 9) anti-Fas und IL-15 (Spur 4, 10) Dex 
(Spur 5, 11) oder Dex und IL-15 (Spur 6, 12) in Abwesen- 
hcit (Spur 1 bis 6) oder in Anwesenhcit (Spur 7 bis 12) von 
50 ng/ml Actinomycin D (GIBCO BRL, Grand Island, N. 
Y.) behandelt wurden. Die Abbildungen zeigen representa- 
tive Ergebnisse von mindestens drei unabhangig durchge- 
fuhrten Experimenten pro Gmppe, wobei humane T-Zellen 
von drei verschiedenen Spendern benut/i wurden. 

Fig. 3 IL- 15 Fusionsproteine schtitzen Zellen vor anti-Fas 
Antikorper vennitleller Apoptose in vivo. (A) Bei BALB/c 
Mausen wurden mit 100 ug anti-Fas Antikorper (Jo2) allein, 
oder in Kombination mil 100 oder 50 ug IL~15-IgG2b Fusi- 
onsprotein oder in Kombinauon mit 100 ug 11^-2- IgG2b und 
100 ug mit neutralisierendeni anti-n^-15 Antikorper (Mill) 
oder mit 50 pg IL-2-IgG2b Fusion sprotein behandelt. Die 
nicht behandelten Mause (Ergebnisse nicht gezeigt) dienten 
als zusatzliche Kontrollen, deren tiberlebenszeit betrug 
100% in 24 Stunden. Pro Test und Kontrollgruppe wurden 
in alien Experimenten 5 Mause analysiert, die Experimente 
wurden mindestens zweimal wiederholt. Die gezeigten Da- 
ten sind Ergebnisse von drei unabhiingigen Experimenten. 

(B) DNA Degratationsanalyse von suspensierten Zellen der 
Milz, Leber und des Thymus von Kontrollmausen (Spur b 
bis d) oder anti-Fas (Spur e bis g) oder anti-Fas plus 100 pg 
IL-15-IgG2b (Spur h bis j) oder anti-Fas plus 50 ug IL : 15- 
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IgG2b (Spur k bis in) oder anti-Fas plus 100 ug IL- 15- 
IgG2b und 100 pg anti-IL-15 Anlikorper (Spur n bis p) und 
anti-Fas plus IL-2-IgG2b (Spur q bis s) behandellcn Mau- 
sen. Spur a zeigteine Standard 1 kb Leiter. In-situ-cnd-lahc- 
ling - (TUNFX) (griine Kerne enisprechen apopiotischen 5 
Zellen) und Hoechsi 33342 (blaue Kerne)- Far bung von Le- 
ber- und Milz-Kryoschnitten der Mause, die enisprechcnd 
der Beschreibung unter 3A behandelt wurden. 

Fig. 4 Die Hernmung der anti-Fas induzieri.cn Apoplose 
in vivo durch das IL-15-IgG2b Fusionsproteins ist abhangig to 
von dem 3L-15 Teil. Mause wurden behandelt rnit lOOug 
anti-Fas Antikorpern (Jo2) cntweder in Kombination mil 
1 00 mg oder 50 ug IL- 1 5-JgG2b Fusionsprotein oder 1 00 ug 
IL-15-IgG2b und 100 jig anii-IL-15 Antikorper oder 50 ug 
IL-2-JgG2b Fusionsprotein. Die histometrische Quant itika- 15 
tion der apoptotischen ZeHen (Fig. 3C und 3D) wurde bei ei- 
ner 400-fachen VergroBerung durchgefuhrt, in dem 10 Fei- 
der nach TUNEL-posi liven Zellen ausgezahlt wurden. A re- 
prasentiert Leberschnitte, B MiLzschnitte. 

20 

Patenianspruche 

1. Mittei zur Verhinderung der Zellapoptose bei 
Kxankheiten, riadurch gckennzeichnct, daB es tnter- 
leukin-15, seine Derivate, Interleukin-15-Fusionspro- 25 
teine oder an den Inierieukin-15-Rezeptor gekoppelte 
Substanzen enthalt. 

2. Mittei nach Anspruch 1, dadureh gckennzcichnet, 
daB es das Fusionsprotein IL1 5-IgG2b enthalt. 

3. Verwendu ngdesMittels nach Anspruch 1 oder 2 zur 30 
Verhinderung der Zellapoptose. 

4. Verwendung nach Anspruch 3 bei durch Viren ver- 
ursachten Enlzundungen der Leber. 

5. Verwendung nach Anspruch 3 bei inV-lnfektionen. 

6. Verwendung nach Anspruch 3 bei strahlen-induzier- 35 
ten Schaden. 

7. Verwendung nach Anspruch 3 bei neurodegeneraii- 
ven Erkrankungen. 

8. Verwendung nach Anspruch 3 bei toxischen Scha- 
den. 40 
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